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۰ قنطا ها 60 ۲۱۵۱۲ 10-08-01 :16661۷60 
وعصع عاعلن0صه) ۵۲ ممتاهامو] ,(2022) ,۸.1 رتنه5 ک بظ۸ بتلط۵1 تمحصمطهن ۷ ۱۲,۲ بنع2۵ع۳۲ 27-11-01 :16۷1560 
0:7۵ .106 عصت2 ۷۷ عحصمصعت ها ممتامحعهاص ضوع عاعهزم۳۷:۵/:۵۵ ۲19۲ 1 09-04-02 :۸6660160 


(اعحعطاه حاوتاع‌ظ ط1 ص۳۵ ج) .259-267 :(36)02 ومع ۲۵۱۵6۵ ها نت۲۲۵ 21-09-02 عصنلم0 حاطوآنمب ۸ 
8 0/۳۳ :10۲ 


ار ۱۱۱۱۹۹ 


فعصناهه من وملمع۵٩‏ متالمهعدم صقام اصدات0حرحطاً دمح فطا ۵ موه فد (معها8۵۵ع0 ۳۴۱۵1:۵۵۱۵ ۳۲0۵۴۲۵۵6 
2 .012009 )05ظ معط مم ماممتمبه عم‌لهاود مصه م۲۵ عصتمتممامه ها دمم صم7عن ۵۲ ووم1 ۷1۵1۵0 )ص9ع1نصعه 
۰ ماه وم اصهان ۵۶ عونمم تقلنهع‌آمم ند ما عقاو اصدهاعممصا دمص فطل و ععفاه اصمصه‌هااه 
۰ 0و0 ۵ وعلوعاهت0ه [۷۵مظ ۲۵۷62 «قجظ . مهفاه عصعصصطهاه دتتمافبقط_ صا وعصفع. رم عطارگتاجم0] 
ما 001 صه۲مرحصصا مج عصمععه 2#۷۵ظ همته‌ممتاوعو رمع راتام‌طعنمنطا طهنط) ممتاهعصهع-) ۱۵ وه فمتقبو محصمام8۵1ص12 1[ 
کصقام معط وه ماصاقاته27 م2 0212 وعمم الط م1معمومعهاه ال .۷62۲8 ۲۵۵۵8۲ طا فاصقام ۵ «ومامزها تقانهعآمهه فطا 
۵ 1 م10ووممه . فصهع .هام۱۳ ,رام فیط معض۵//:مظ) ‏ مفحطمامه . ععزمم. عحصمصعع . 22729166 
ساصهام 0۶ وتقده عمانهعامج عصیل‌صه) نصا مه ماباماتاومی مه فعصمع حصفت)لفهندم مع0نصهع 060601 صقه معماه اممصطم‌ه)ا2 
۵ ۰0۵۳0 ۵ ۲۲08 وه میاه ومنعماهاه متامععع ۵۷۵1 [۵ع۲۵۷ مه ممتامصصمکصا دنز بهمتامهتعاص1 مالفهت2م 
۰ 21۵0و 


1۷۲26۵۳216 2 ۵۹ 


کج (ع.یاوممباطمع۵://۵۵ظ) مفهطاماه0 )ععزم۲ض حصمصعع مالفهعهم اصقام مطا صم میج مصصمامه1۳2۵5] ۵1 ولو رهظ 
ص مم8ومزمره دنامن طازه فاوتن‌عصهت مصمع 391 ۲۵۷62160 همه 5660 1060حاصص هصه مههاه عصمحصطه‌هااه ۲۱۵۸۹)۵۲12 
0 ۱۷۵۲۵ متام ۱ مصصیا ۳ فاموتنعفصهتا عنام رواوتته عمجت ععقطا ععممصم .رهق 0مطوتامانام‌متا) وععفاه عوعطا 
عمط ۶ وعاو۲ ماطلوومه )016016 م6 0۲06۲ 18 .ععهاو )طمصصطممتاه 0112)وسبهط مط دا مرمتقوم‌زمرم صا معصقطل ۲۵۱0 ون ه طاز۷ 
۸ .عاهعصها عععطا معا م1 0مطامحط عصت‌لله۳ مصمصمع ۱۷۵۵0 ۸۷۵ روصمتامهتعاصا اومصعمهتمگ۵م(ه طا فامتهفصهت 
0۴۱۸۵۸ ۱۷۵117 4صه جهن 16 .ماع ظصان مها ماد موه ۲۱۱۵۵۵ 0 )م۵ ۷۷28 
ام ها 0ماوعون قهب ۳۸ .علوهتمطممتاععاه آمع وومتهعه 220 0۵نامصهآط مطا عصتفت 0مصتصصماعل متم وقمامرصهه 
0 مه ۵۳۵)۵۵01 ناو عصلوت 4عان مه ومزه۱۱۵ ۱۱۱۵۸ عنام .بط بای ,۵1۷ع۶ ب7۵1 ,ععصرمصه ممتاه‌تتاوع۲ 
کتعصم منللمع۵٩‏ عصعن 2(۰ ۲مامح4ض تملل۷۷2عصجمصع) مه 1 تمام2خ ععاا ۷۷عصصمصعت)) عمامد0خ تمه ۷۷ععع۵ظع) ما 
۵۵ )۳ فرظ .نومه 0۵2424 ,021635 ,023391 ,02548 10۲ فتاامخععصصتیظ ملع 06512860 ۷۵۲۵ (روظو)) 
نا مه 0۴ تمصصتم طمجه ۵۶ ار 1 .(1ظ۸ه) 1 تمصصتيم تماح202 4صه (ر1طوی) 1 میم متکلهعمو-عصعع فصلدنا مصمل 
۷ ۲0 96008027۷ ۶0۲ ماهام‌صع) قه ۱۱۹۵0 ۷۵۲۵ وام0مم کل رتمطتم 111۵0 .7/2۲۵۲ 061091260 ۶ ابر 49 1810 
2 0۳16۲ 202000۲ 4ص (09۴2) 2 تمصصيم متلمعموعصمع منوا ممصمنتمعو مومص‌آمه فط تاره ما معمل مه ۳ 
0 ,]1 1-8000 مدظ اعجعت) عصتعتا آمع 2227056 رم 0م)6۵۵ ۷۸۵۲۵ وصوه 0691760 فعلیظ رندط۵عع. .(2ظض) 
کلام اصماهمههه امه عنبلع ۵/۱۵۳ 10 010860 ۷۷۵۲۵ ۷۵۵۱۵۲۵ اصمطاماهنعم؟ ,۷۵۵۵۲ ۵۲0/19-1 ۲۵ 12260 ۷۵۲۵ 2۳0۵00۵۲ 
۵ ۷۵۵۲۵۲ اصمطناهمعع( صتفاومی نقطا فمتعمامن .ععتقان نا وه 0ععبهاته صقطا 4ج متاعععمعم علممطو ع2فظ متفه 
۰ 1۳867]64 ۵ 6عظ96ع0۲ فطا تدم ما فصمل قهه۳ ۳ «جمامی .عصنمهععد مامتها عصتود 06060060 
هتصعفاط صتااته‌نمهه لصص تعم صمتوم‌منه 100 عصتصتماجمی متعصه نا صت 37 صذ 0عا2حانامصد صتعه وعتعمامی ٩6160160‏ 
۵ 9600۵۵6۵ عاقامصصمم ب۷۲131 هه ۱۷۲13۲ رها ممت‌ممدوعو تمه عت0ممميم ممنلنه ها مصمل فه صمتاعمارم 
مناد عصعع ]0۳۵016 ما ۱۵۵0 ۷/۵۵ ۵۴۵۲و متام طفمممع۲ .مهو «احاصهووه عناوم هم تلود 160حاصطرمووه 
۹600۵۵۵ )م۵۱ .وت] ]ناخ ها معمل مه صمتامن0ع۳ عصعت) .حصعنصهع0 25 1۱0/16006 کاعر۸۳۵۳۱00 عصتامع961 
0۵ م1 بک۳۱۷۷۲ بطمتاع01ععم فتاعطامطظ ,ال متففاظ منود 227260 معمصظ ۱۷۸۵۲۵ 


۱ باحصا نج وعن1. مصتلععرظ تصقاظ مصه رعمامصطهعاماظ روع0ووع۲۳۵1 بصداوتوعه مصه پصمهنو ,۱۷۲8۵ -3 هه 2 و1 
۰ ,1۲21 ,۷۸9020 رمططفه]۱۷ ۵۶ باتمعب نون 
۱۱.26.1 6۵ تعحصهطو تنج تانق عمطاه مصت ممم دمم -۶) 


۰ نشریه پژوهش‌های حفاظت گیاهان ایران (علوم و صنایع کشاورزی). جلد ۰۲۶ شماره ۲. تابستان ۱۴۰۱ 


166165 200 (6) 


0 2 )۵۵5000 ماهنمصوه و عفد وعمممنوعو متصجمصمع فطع 0مهصمنه ت«النوومعمناو و تلتتاد فتطا 1 
معط ۳0 0ع0همنه فه۷ امومع 02424 هه 0۵1635 0۶ ممصمتا0ع5 1 .عههاه اصمحصطه‌هااه ما ۵۲65910 11۳61۲۵286 
6 112016 مس مصلصه ۵ ممصمناوعو هلنا معط مطتمتصعاع0 ما 0مطام یله -عصصمصمع فطا عصتونه 5 مفطا ۵۶ عم 
مه 58700 رقتامتصطع) عنطا عصنونا ,عمتامحماصا مالفهتهماصقام صا وعمصمناوعو عمط ۵۶ ۲۵۱8 فطا تاو مه فعمنوع۲ 
عضو اعمامححمط گ۵ فلورلممه .رتم٩۲۵‏ ,02163 مج 0۵424 10۲ 0مصتقاهاه ۷۸۵۲۵ فععصمتا0عو 1۲۸ «مظ 0۶ 16500 
صتمامتن صومصلص. زو (اصشود2.. تعییلمیجم) . اتتمانهاه . 71.:5790 .۰ 07۵0مطو . 0۵2424 10۲ . صطاتمع21 ۰ 12 8هاظ 
عط 64ا010عتم ۵01 نانبل ۵۶ فالناوع: فط روعله. مصتقصصمل.. ففهوممفصهع. فطا . معتصتماومم ۰ (011081407.1 ۳۴ع2) 
فص راملتعصه 021635 ۳۲۵۲ ,(7.316-14 :عنلهع) ۵۵ 466 208 257 هعع0۳7عه عممتاندهم ما صتقصصم او _م18 بررارژ 
0 ۵۱۲0۷۱۳۵۱۵۹ ۷1 باتتماتصته (9ع2) 72.730 0۱۷6و 2120 12 مضشاظ مصئوته دتورلقمه زعمامحمط ۶ فاتاوع۲ 
)0۳0 ۵۶ عمتاعصظ تماحآناوع: مطا مه ,(0۳۳۴84907.1) 1-94 ]ص طمو۵حقصهتا صم ممصمنا0عو صلما20۵۵۲۵ 
۵ 1 ۲۵0۱ «مع1 2 هام تمه 021635 لهج 0424 فاوتم‌عصه ۵ عطا رفصتقصصمل مفهوممفصه) .مار اصهاصاظ 
هط عصاههءوونه عععصمت0عو ععفطا ما ۵0تموهان 2۷۵ فعهتاموم لمصونه .صمتاممعاصا متالفمنهم مها 4ص اصمصصم‌ماع0۵ 
۰ ما امهتهو-) مها م 0۲12)فت2ظ صم فصتقام۳ج ۵0۲۵0۲ فع00عهه قفاوت قصهتا عوقعط 


صمتعصل (10) 


۲«اتتحاناوه: هط چقوه فتاه فصتقصمل مفهومموصهه 1062014160 رععممباوعه 460هصماره هم فلور افص وعتاممم]متماظ 
ص ۲0165 )صه)0۲مصص1 رهام رفظ فعصمع موعط1. .ممتاجعصوم ۵۶ صمصصرم 0۵7610 0۲1۵)فتاقط وق طمناو قوععمعم عتلفهتهم صاً ۲۵18 
۰ 021291016 وتا آمتاجمن مه همه تهلنهعاممه عمتم۵10 0۵7 200 مملامهماص1 مالفهتهم-صهام 


۵ ,]021251 )ص۱2 ,وله مصصمصفت 1۵۲۱۷۵۲۵۵۰ 


۱ نشربه پژوهش‌های حفاظت گیاهان ایران 
/ ۱ 9۰/0۵ 
ی 


مقاله پژوهشی 
جلد ۰۳۶ شماره ۲. تابستان ۴۰۱ ص. ۲۵۹-۲۶۷ 


حداسازی ژن‌های کاندید در میانکنش میزبان- گل حالیز 28010660۱ 062م:]۳1:۵) با 
استفاده اژ روش پیمایش ژنوم 
محمدرضا رضاتی "- امین میرشمسی کاخکی "*- علیرضا سیفی " 


تاریخ دریافت: ۱۴۰۰/۰۵/۱۹ 


تاریخ پذیرش: ۱۴۰۱/۰۱/۲۰ 


چکیده 


گیاه گل‌جالیز مصری (68(۳1۱60 .۳) یکی از مهمترین گونه‌های انگلی می‌باشد که خسارت پنهان آن به انواع گیاهان زراعی از طریق جذب 
آب و مواد غذایی از ريشه گیاهمیزبان, بسیر قابل توجه است. مرحله اتصال مکینه انگل به میزیان» مهم‌ترین مرحله برای مطالصه مولکولی میبانکنش 
انگل-میزبان است. با گسترش روش‌های توالی‌یابی 05 و مطالعات ترنسکریپتوم» اطلاعات مهمی از مراحل رشدی و میانکنش گیاهان انگلی با 
میزبان در دسترس قرار گرفته است. برای روشن شدن راهبردهای مولکولی کلیدی این فرایند. داده‌های 1۸-960 موجود در پایگاه داده پروژه ژنوم 
گیاهان انگلی (0.۳۱601.05۱.601ع0000://00) آنالیز شد. آنالیز داده‌های ترنسکریپتوم مربوط به مرحله اتصال به میزبان به عنوان مرحله مهم در 
فرایند انگلی شدن. منجر به شناسایی رونوشت‌هایی با افزایش بیان در اين مرحله گردیده است. از بین رونوشت‌های شناسایی شده احتمالی با کارکرد 
نامشخص, چپار رونوشت که بیشترین سطح بیان را در مرحله اتصال به میزبان داشتند در این مطالعه بطور دقیق‌تری بررسی شدند. برای تشخیص نقش 


5 به روش پیمایش ژنوم جداسازی شده است. تجزیه و تحلیل بیوانفورماتیکی توالی‌های کامل 02424 و 21635( تشابه با پروتیئن‌های با 
فعالیت ترانسپوزاز ر‌ نشان دادند. با توچه به نقش تند تنظیمی پروتئین‌های دارای دامین ترانسپوزاز به نظر می‌رسد احتمالا این دو رونوشت نقش تنه تنظیمی در 
فرایند انگلی شدن دارند. همچنین با توجه به وجود سیگنال پپتید در این توالی‌هاء احتمالا این دو رونوشت پروتئین‌های ترشحی را کد می‌کنند که در 


شاک انخ زو وان از اندام سکن شع ی ون 
واژه‌های کلیدی: پیمایش ژنوم ترنسکریپتوم. گیاه انگل 
مقدمه 
گونه‌های گل جالیز (500۰ 0070/0»710/:6)گونه‌های انگلی هستند 
که آنبه مود معدنی و آلی مورد نیاز خود را از طریق مکینه‌ی انکلی از 
گیاه میزبان دریافت می‌کنند. این گیاه نوعی علف هرز انگل اجباری 


باعث بروز خسارت فراوانی شده است. این گیاه باعث خسارت عمده 


۸ ۲ و ۲- به‌ترتیب دانشجوی کارشناسی ارشد و استادیاران» گروه بیوتکنولوژی و 

به‌نژادی گیاهی» دانشگاه فردوسی مشهده مشهد. ایران 

(#:- نویسنده مسئول: 0۱۵6۴ ۵) 1قحصفطه نع تاتقصط) 
8 ۳ :]10 


اقتصادی به گیاهان خانواده‌های ۸26626 01862 
۰ ۵۵0۹126 م2ومصتصاوما م2عمه)زهتتهیت 28عمفصهاه 
و 6۲21010260626) شده است (2015 ,.۵1 6 تقطن)). 

در این بین» گل‌جالیز مصری (89۵/0640عه ۳۴۱:1:8۵06۱۶) 
یکی از مهمترین گونه‌های گل‌جالیز می‌باشد که خسارت پنهان آن به 
انواع گیاهان زراعی» بسیار قابل توجه است. چرخه‌ی زندگی این انگل 
یک سال طول می‌کشد و در پایان این دوره قادر است بذور ریز و 
فراوانی را تولید کند. که تا ۲۰ سال قوه‌ی نامیه‌ی خود را در خاک 
حفظ می‌کنند (2006 ,. 2 .)٩1082‏ این انگل اکثر دوره‌ی زندگی 
خود را در زیر خاک گذرانده و استقرار موفق در خاک آن را تبدیل به 
یک مخزن برای دریافت آب و مواد غذایی از گیاه میزبان می‌کند 


۲ نشربه پژوهش‌های حفاظت گیاهان ایران ( صنایع کشاورزی). جلد ۰۳۶ شماره ۰۲ تابستان ۱۴۰۱ 
تشریه پژوهش‌های ن ایران م و ی ورزی 2 پستن 


(2015 ,1(61272011). انگل در مراحل پایانی نمی در حالی که ارتباط 
بسیار نزدیک و شدیدی با ریشه‌ی گیاه میزبان برقرار کرده است. با 
ظهور قسمت گل‌دار بیرون از خاک پدیدار می‌گردد. گل‌جالیز بد 
موجب جذب آب. مواد معدنی و برخی ماکرومولکول ها از میزبان» 
خسارت ظاهری مانند پژمردگی» کوتولگی. و در نهایت کاهش کیفی و 
کمی محصول را به دنبال دارد (2007 ,۵ 6۶ 1061). 

نحوه‌ی استقرار گل‌جالیز بر روی ریشه‌ی گیاه میزبان و اعمال 
عمده‌ی خسارت قبل از ظهور ساقه‌ی گل‌دهنده. کنترل این انگل ر 
همچون روش‌های گوناگون به‌زراعی تا کنترل شیمیایی انجام شده 
(2007 .۵1 6 1061 که متاسفانه هیچ‌کدام از روش‌های کنترل 
موجود روشی موثر مقرون به صرفه و قابل اجرا در سطح مزرعه نبوده 
است. به رغم تلاش‌های گسترده‌ای که در جهت کنترل گل جالیز 
صورت گرفته. به دلیل ارتباط نزدیک میزبان و انگل» سیکل زندگی و 
ظهور آن بعد از اعمال خسارت. نتایج موفقیت آمیز کمی حاصل شده 
است (2004 ,.اه ۶ 0۲65961). از این‌رو لزوم توسعه و معرفی 
روش‌های جایگزین, با بهره‌وری بالاء از طریق مطالعه دقیق میانکنش 
انگل- میزبان جهت شناخت راهبردهای درگیر و استفاده از مهندسی 
ژنتیک برای ایجاد مقاومت در گیاهان زراعی ضروری به نظر می‌رسد. 

اخیرا با گسترش روش‌های توالی یابی 05( مطالعات 
ترنسکریپتومی به یکی از ابزارهای مهم تحقیقات ژنتیکی تبدیل شده 
است. با استفاده از مطالعات ترنسکرییتوم اطلاعات مفیدی از هر یک 
از مراحل رشدی به دست می‌آید (2009 .41 6 ۵02 ۱۷). مطالعه 
ترنسکریپتوم گل جالیز در سال ۲۰۱۴ صورت گرفت و داده های 
ترنسکریپتوم تمام مراحل رشدی گل جالیز از طریق پایگاه داده پروژه 
ژنوم گیاهان انگلی (0.۳۵0,090.600ع۱)0://00ظ) در دسترس است 
(2014 ,۸1 ۶ ۷22). یکی از مهمترین عوامل موفقیت در کنترل 
جوامع انگلی» انتخاب ژن‌های ضروری و دخیل در مراحل ابتدایی رشد 
و نمو انگل است. که به منظور کنترل انگل قبل از اعمال خسارت 
بسیار حائز اهمیت است (2009 ,۸ ۶ ۷0067). آنالیز مقدماتی انجام 
شده توسط تیم تحقیقاتی حاضر روی داده‌های ترنسکریپتوم مربوط به 
مرحله اتصال به میزبان به عنوان مرحله مهم در فرایند انگلی شدن» 
منجر به شناسایی رونوشت‌هایی با افزایش بیان در این مرحله گردیده 
است (داده‌های منتشر نشده). از بین رونوشت‌های شناسایی شده. 
چهار رونوشت با کار کرد نامشخص و همراه با بیشترین سطح بیان 
انتخاب شد. 

به منظور بررسی 51/60 77 عملکرد احتمالی این ژن‌ها در فرایند 
میانکش انگل- میزبان» در این تحقیق جداسازی توالی کامل برخی از 
این ژن‌های احتمالی کلیدی براساس داده‌های بدست آمده از فاز 
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مقدماتی مطالعات ۸-۹60 و بااستفاده از روش‌های 
بیوانفورماتیکی به عنوان هدف پروژه مورد بررسی فرار گرفت. اخیرا از 
روش خاموشی ژن از طریق میزبان (۳1165) به عنوان یک روش 
موثر در کنترل آفات و بیماری‌ها در روش‌های مهندسی ژنتیک 
استفاده می‌شود (2015 ,اه ۵ بلاژمهله 0۵ 0حصح ج1>۵ 
4 ,0261>). روش 71105 در پژوهش‌هایی که برای کنترل 
گیاهان انگلی مانند ۵۶۱0860 »وی (2009 ره 61 ۷۵06۲ )» 
۲ 111۵۹0۳۱۶ (2008 .اه ۵1 0۷اتعظ0؟) و ماع 
0 (2012 ,.21 66 ۸121007۵) انجام شده‌انده مورد استفاده 
قرار گرفته است. پس از جداسازی با استفاده از روش پیمایش ژنوم 
(2011 .اه ۵ 081ع) و بررسی بیوانفورماتیکی» ژن‌های کلیدی 


جچهت استفاده در طراحی استراتژی‌های مبتنی بر 1108 مورد 
استفاده قرار خواهد گرفت. 


مواد و روش‌ها 
شناسایی رونوشت‌های کاندید با نقش نامشخص در 
متخ 
در اين مطلعه, داده‌های توالی یابی ترنسکریپتوم گل جالیز مربوط 
به پایگاه ۴0 (مهباد000://0۵۵000])گونه. . 
0 در مرحله جوانه‌زنی و اتصال به میزبان مورد تحزیه و 
تحلیل تفاوت بیان قرار گرفت. در اين بررسی چهار رونوشت با نقش 
نامشخص 02548 023391 021635 و ۵2424 از بسن 
رونوشت‌های افزايش بیان یافته در مرحله اتصال به میزبان (جدول 


۱ بر اساس بیشترین بیان (22820) ۳۵۱) و کمترین ۳.۷۵106 
انتخاب گردید (داده‌های چاپ نشده). 


جدول ۱- رونوشت‌های انتخابی با نقش نامشخص 
ما مات )1 عاوتتعصه 50160160 -1 12۳016 


مقدار پی تفاوت بیان نام رونوشت انتخابی 
۳-۵( مق ۳۲۵۱۵ ۰ ۱۵۸۵۵ 1۲۵2۳60۵0۵۲] 
1.99 6253 022548 
2.00۳7 ,2106 023391 
6.88۳8 1890 22۰035( 
990۳-07 681 03124 


جداسازی ژن‌های کاندید با استفاده از روش پیمایش زنوم 
استخراج 101۷۸ و تهیه کتابخانه‌های پیمایش زنوم 
استخراج ۸ از ساقه گل جالیز رضدیافته در مزرعه 

گوجه‌فرنگی به روش 01۸1 براساس روش دویل (1991 ,10116) 


عصممصعمازد مصمع 0660ط1] و۲۱۵0 -2 


رضائی و همکاران. جداسازی ژن‌های کاندبد در میانکنش میزبان - گل جالیز.. ۲۶۳ 


با کمی تغییرات انجام گرفت. کمیت و کیفیت 103۸ استخراج شده با 
استفاده از نانودراپ و الکتروفورز ژل آگارز مورد سنجش قرار گرفت. 
جهت تهیه کتابخانه‌های پیمایش ژنوم. ۷۸آی ژنومی بعد از ارزیابی 
کیفی و کمی به طور کامل با آنزیم‌های محدود کننده 0:۵ 
۷ 5/۲ و ۳۷۷۲۲ (شرکت 01906۲ع۲ع1۳)» برش داده شد. 
در نهایت هر کتابخانه با استفاده از تخلیص به روش 815 تخلیص 
گردید (2011 ,1 6 ن2هع) و به طور جداگانه به آدایتورهای 
پیمايش ژنوم" متصل شد. توالی این آداپتورها با نام‌های 
1 ۸0200۲ ۵16 /۱۷عمعع0) و 2 ۲مامحلخ له ۱۷عصمصعت) 


در جدول ۲ آمده است. 


مرحله جداسازی با استفاده از ۳18 های پیمایش ژنوم 
طراحی آغازگرها در این مرحله با استفاده از ابزار 673۳5زط 
انجام شد (جدول ۲). برای هر رونوشت دو آغازگر اختصاصی طراحی 
بالادست و آغازگر اول اختصاصی ژن (05۳1) نزدیک به انتهای ۵ 
پریم توالی قرار می‌گیرد. واکنش ۳۴ به ازای هر کتابخانه با استفاده 
از آغازگر اول آداپتور (۸۳1) ویک آغازگر اول اختصاصی ژن 
(05۳1) انجام شد. سپس مخلوط ۲0۴ اول ۱ به ۵۰ رقیق شده و 
به عنوان الگو برای ۳۴ دوم با استفاده از آغازگر دوم آداپتور (۸۳2) 
محصولات ۲6۴ روی ژل آگارز الکتروفورز شدند. نتیجه این فرایند 
به طور کلی یک یا چند باند در هر محصول ۳0 در هر کتابخانه 


است. 


تخلیص قطعات از ژل وکلونیگ قطعات ۳1 در وکتور 1۸ 
تخلیص باندهای مورد نظر از ژل با استفاده از کیت ( 10 06061 
0-) براساس دستورالعمل شرکت سازنده انحام شد. سپس مقدار 
۱.۰ نانو گرم از هر کدام از قطعات تخلیص شده از ژل. در پااسمید 
-71019 (۵۰ نانوگرم) مربوط به کیت ۸ (شرکت سیناکلون کد 
1مآ))» با استفاده از دستورالعمل شرکت سازنده کلون شدند. این 
پلاسمید دارای ژن 102 برای غربالگری به روش کلونی‌های 
سفید/آبی و همچنین آغازگرهای ۷113 برای توالی‌یابی می‌باشد. 


انتقال وکتور نوترکیب به باکتری مستعد 
ابتدا سلول مستعد باکتری با استفاده از 0 ۶0/۱6۲10120 سویه 
0 تهیه و سپس پلاسمیدهای نوترکیب به روش شوک حرارتی 


5 21167 0680۴۵6۱۷۷ -1 
2 من متلمعموعجمن -2 
1 م0۳ ۵6-5۵60100ع) -3 


به سلول مستعد انتقال یافت (2006 ,۳5561 20 >ا00تطصصه) 
جهت انتخاب تک کلون حاوی پلاسمید نوترکیب از روش غربالگری 
قطعه مدنظر استفاده شد. پس از تایید حضور قطعه موردنظر از طریق 
روش کلونی ۳0 کلونی باکتری در 13 مایع حاوی آمپی‌سیلین با 
غلطت ۱۰۰ میکرو گرم بر میلی‌لیتر رسد داده شد. سپس استخراج 
پلاسمید به روش سیلیکا انجام گرفت (-۷۵۵ 24 منت 
53 ,۵0060167ظ) انجام گرفت. 


توالی‌یابی, آنالیزهای بیوانفورماتیکی و پیش‌بینی کارکرد ژن 
پلاسمیدهای استخراج شده جهت انجام توالی‌یابی به شرکت 
ماکروژن کره جنوبی ارسال و با استفاده از آغازگرهای ۸۸137 و 
8 مورد توالی یابی قرار گرفت. سرهم کردن توالی کامل با 
استفاده از ابزار 7احاحصهوعه عناوم ش انجام شد. سپس ساختار 
ژنی توالی‌های کامل با استفاده از ابزار ۳۵6۳65۳ به دست آمدند. در 
بخش انتخاب ارگانیسم ابزار ۳6065 گزینه عاتومه۸۳۵9:4 
(دعع۳» ۱۳:۵۱ 12۵/1071۵ انتخاب گردید. پیش‌بینی ژن با استفاده از 
ابزار ۸0]751175 برای توالی‌های کامل با انتخاب کادم۸۳۵۷:40 
۵ به عنوان ارگانیسم انجام شد. از ابزارهای بیوانفورماتیکی 
مق( ال ؟ متطامطاط ۳1۷۲۲۴ .و 
1216۳:0562 برای بررسی توالی کامل به دست آمده. استفاده شد. 


۱/۹۹ 
تمام تنظیمات برای این ابزارها به صورت پیش‌فرض انجام شد. 


جداسازی ژن‌های کاندید با روش پیم‌ایش زنوم و سرهم 
کردن توالی رونوشت‌های 02424 و 021635 

واکنش ۳6۳ اول برای ژن‌های کاندید موردنظر در ۴ کتابخانه 
ژنومی با استفاده از آغازگر آداپتور اول (۸۳1) و آغازگر اول 
اختصاصی ژن برای هر کدام از ژن‌های کاندید (جدول ۲) انجام شد. 
سپس واکنش ۳0۴ دوم همراه با آغازگر آداپتور ۸۳2 و آغازگرهای 
اختصاصسی پن 05۳2-424 05۳2-1635 05۳2-548 و 
652-1 اتجام و متجر به تکفیر چندین باند قابل مشاهده برای 
هر رونوشت در هر کتابخانه ژنومی گردید (شکل ۱). بطور کلی در 
روش پیمایش ژنوم انتخاب باند با سایز بزرگتر که با شدت بالا و 
بصورت شارپ تکثیر شده باشد اولویت می‌باشد. برای مثال در مورد 
ژن 02424 بزرگترین باند ضعیف تکثیر شده است لذا باند بسیار 
شارپ بعدی به عنوان قطعه تکثیر شده بصورت اختصاصی در نظر 
گرفته» تخلیص و جداسازی شد. 
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۴ نشربه بژوهش‌های حفاظت گیاهان ایران ( صنایع کشاورزی). جلد ۰۲۶ شماره ۲. تابستان ۱۴۰۱ 
تسریه پژوهش‌های ن ابران م و صابع ورزی , بستان 


جدول ۲- توالی های اولیگونو کلئو تیدی. آغاز گر های اختصاصی (65۳)) و آغازگرهای آداپتوری (۸۳) مورد استفاده در این مطالعه 
۲ ما از مج (۸) ماس مامرج0ه مه (راقع) متا ای مهم رجهعهه توعد 006ع۱مسصمعزا0 -2 12۳016 


توالی پرایمر "۵-> ۳ 

۱۱۱۱۱ 
۵( 
4 ااا انا ٩0‏ 
و( 

0 ین ٩۳‏ 
0۵0( 
06 ۱ 0 6۱۱۱۱۷۱66 
۳۰۹۱0۰۰۰۰۹60000۵ 
صمصص ۸ 60110۵06۸۸600۸۸۸ 
٩0۵ 0‏ 
1 هر( 
0۲ 


. ٩0۵ ۰ ۵ 00 1 


لازم به ذکر است در اين موارد جداسازی و تخلیص این باندها نیز 


معمول است و باندهای غیر اختصاصی به دلیل تکثیر کمتر در واکنش 
وی ژل کمرنگ تر مشاهده می‌شوند. با توجه به نتایج حاصل, 
به‌ترتیب برای رونوشت های 02424 باند حدودا ۶۰۰ جفت بازی» 
رونوشت 0۵21635 باند ۲۰۰ جفت بازی» رونوشت 2548 باند حدودا 
۰ جفت بازی و رونوشت 023391 باند حدودا ۷۰۰ جفت بازی 
انتخاب و بعد از تخلیص از ژل در وکتور 2161191 کلون شدند. بعد 
از انجام کلونی ۳0 پلاسمیدهای تایید شده 21019-424 و 
10197-5 توالی‌یابی قرار گرفت. کلونی ۳0۶ برای دو 
رونوشت 02548 و 023391 تایید نشد و برای توالی‌یابی ارسال 
نشدند. 

سرهم کردن توالی کامل با استفاده از ابزار عتاعهه هت 
2856001 همردیفی ۳۸ جفت باز از قطعه حاصل از پیمایش نوم را 
با قطعه رونوشت 02424 تایبد کرد. در این پیمایش ژنومی ۵۸۷ 
جفت باز به انتهای "5 توالی 02424 اضافه گردید. همچنین ۲۲ جفت 
باز از قطمه حاصل از پیمایش ژنوم با توالی 081635 همردیف گردید 
و ۱۶۵ جفت باز به انتهای"5 توالی 021635 اضافه شد. 


پیش بینی ساختار ژن و آنالیز انتولوژی توالی های کامل 
4 و 021635 

نتایج آنالیز توالی 02424 با استفاده از ابزار طعطعع۱ 
حضورسیکنال 155 امربوط به ناحیه 1۸1۸-00 و سیکنال 
۵۸ را در موقعیت های ( 29+ و 797+) توالی پیش‌بینی نمود. 


ممتالو00 1۸۲۸-۵0۶) تاه عمتاموتنه‌عصه ۵۶ مملالو0ظ -1 
(۹60۲0 200 


دمای اتصال نام آغاز گر 
۵ 6 ۳110۸6۲۳ 

548-1 27 

548-۳2 56 

424-1 56 

424-2 58 

1635-0۳1 58 

16352 53 

3391.1 56 

33912 56 

(1 51 

2۳2 59 

۰ 1 ۸0200۲ ۵1166۲ ۱۷۷ععمهع) 
2 0200۲ ماه ۷۷عمهمههت) 


همچنین این آنالیز نشان داد که دو بخش 0۳257 و 0251 آبه 
ترتیب مربوط به توالی‌های کدکننده با کدون آغاز و کدون پایان به 
ترتیب در موقعیت (82-172+) و (528-604+) قابل شناسایی 
هستند. علاوه براین پیش‌بینی ساختار ژن توالی 021635 نشان 
دهنده وجود سیگنال احتمالی 1۸۸۵-80 و ۳0۷۸ به‌ترتیب در 
موقعیت 174+ و 831+ می‌باشد (شکل ۲ و جدول ۳). بررسی 
همولوژی توالی کامل ۵2424 با استفاده از الگوریتم ۸5۲۶ ]ظ 
همانندی 71.57 درصدی (26-41) با پروتئین ناشسناخته 
(2۳_011081407.1) حاوی دومین ترانسپوزاز را نان داد. نتایج 
آنالیز همولوژی با استفاده از الگوریتم‌های 131۸5717 و 31۸5 
در جدول ۴ آورده شده است. همچنین آنالیز توالی کامل 02424 
توسط ابزار 1910 مربوط به پایگاه 031» وجود دومین ترانسپوزازی 
3 _ع10_تادادآ بین فاصله 257 تا 466 جفت باز (7.316-14) را 
تایید نمود. با استفاده از ابزار 1۳110067 بلندترین توالی 0۵1۳ به 
دست آمد و سپس این توالی با ابزار ۴11۷11218 مورد ارزیابی قرار 
گرفت. خروجی بدست آمده کاملا نتایج آنالیز 1۸512 و 
3161 را تایید نمود. نتایج آنالیز همولوژی با استفاده از الگوریتم 
۸ برای توالی 021635 همانندی 72.73 درصدی (26-9) 
باتوالی طمظ صنامیمرامم امم 4عاهاممنز۳5۵0۷ 
1-4 9 «050حوصه با شماره دسترسی 1۳۳84907.1) نشان داد 
(جدول ۴). 

رونوشت‌های ناشناخته 02424 و 21635 در مرحله اتصال 
نگل به میزبان در گیاه انگلی, افزایش بیان را نشان دادند. تالی کامل 
این رو نوشت‌ها از سمت انتهای ۵ پریم با استفاده از روش پیم‌ایش 
ژنوم گسترش داده شد تا نقش این رونوشت‌ها در میانکنش انگل و 


6 ۸ 1 00010 -2 
لقصعاطا _ 560۲۵066 1۱۱۸۲۸ عصتلمن) -3 


رضائی و همکاران. جداسازی ژن‌های کاندید در میانکنش میزبان - گل جالیز.. ‏ ۲۶۵ 


میزبان مشخص شود. در این روش به انتهای "5 توالی های 02424 توالی کامل برای هر دو رونوشت. شامل ناحیه 1۸۲۸-00۶ ناحیه 
و ۸021635 به ترتیب ۵۸۷ و ۵ جفت باز اضافه شدند. نتیجه آنالیز و سیگنال ۳0۱۸ بودند. 
0 دا مجد6 


شکل ۱- تکثیر قطعات ۳0۴ با استفاده از آغازگرهای اختصاصی ژن 424-05۳2 1635-05۳2 548-65۳2 و 3391-65۳2 و آغازگر آداپتور ۸۳2 


و در ۳01 مرحله دوم پیمایش ژنومی 
چاهک ۱ سایز مارکر 1009 (شرکت دنازیست4 چاهک ۲ کنترل منفی و چاهک ۴ تا ۶به ترتیب مربوط به تکثیرناحیه بالادست توالی چهار رونوشت کاندید 
0 (25۳2)-3391 200 548-69۳2 ,1635-628۳2 ,424-69۳2) عمصصتن مرک مه فاصه‌صصع مق ۳0۴ ۵۲ ممنای تصش -1 ما۲1 
وصتااه عصمصهع ۵۲ ۳۵ 0صرمععه عظ ص مرس 0عاعع) ۳2 
۱0۹0۲6۵7۱ 0 ممی 0عت1مره ]0۵0 ۳ ۹۵6080 ,3-6 مصقا موم 36224170 ,2 مصق زراعت2هصه(1) 12006 1۲۳۳۲۸ 1000 ب1 عصم[ 
کاوننه هه ما2تصعه عنام قطا ۵۶ 


۱۹9 یی یی ۵ ۵ 294 و6 زگ :عمجت الا 96 :ریسفت سفق کت391 ۳:۷۵ 


دوحیع بسن وین 

1 : 3 ند 29 1 

تنایخ تن | لش ۵( 00سداو:فدت و اس و 6 مرت 
اووش اا۱۸///۹۱ وقا ک12. ماام_ اس 
و نا انا ۱ ۱ افو 

جوه 157 

۷. 
00۲170 


شکل ۲- نمایش شماتیک همردیفی توالی و موقعیت آن در دومین‌های پیش بینی شده توسط ابزار 66۳ 
۱ مطتمصومل 600660 صز مصمت)تعمس عاز هصه )صعصصعناه ععصمنومعو ۵ ممناهامه ۲۱6۵۲6 »تامصعمطام 5 -2 موز ۲ 


جدول ۳- پیش‌بینی ساختار زن و موقعیت سیکنال توالی‌های 02424 و 021635 با استفاده از ابزار ۸۲0151175 
۵ وعءممنوع: 021635 280 02424 ۵۲ صمناندمم عاقصهنی همه ناه عصهع ۵۴ صمتام۳۳60۲ -3 12016 


سیکنال پلی آ . . ۳ ای سوو ۲ وا 
۷۳ ِ ت تی‌اس‌اس . کدون پایان کدکننده. ترمینال. ژن طول نام توالی 
سجن 19595 5000 در احتصعه1 عصهع طاعهصا موجه هنود 
831 114 596 209 ۰ 209 صنععظ 
598 598 ۰ 598 ۳90 
+ + + + متا 94 ۱2۰1635 
۹۵20102 
0 1 1 126 
191 29 602 88 ۰ 88 صنعظ 
604 604 ۰ 604 ۳00 
+ + + + + 0و 939 ۱29۱24 
0 2 2 ۴۹۵20102 
126 


ترانسپوزاز ۷۲02007-1116[ مشاهده گردید. دومین‌های اتصال به 6 ها بسیار حفاظت شده است که احتمالا نقش فعال‌سازی برخضی 


۶ _ نشربه پژوهش‌های حفاظت گیاهان ایران ( صنایع کشاورزی). جلد ۳۶. شماره ۰۲ تابستان ۱۴۰۱ 
نشریه پژوهش‌های ن ایران م و ی ورزی بستان 


ژن‌ها را ایفا می‌کنند (2007 .1 61 شآ برای مثال می‌توان به 
نقش آن‌ها در تنظیم بیوسنتز کلروفیل اشاره کرد ( ,0 61 1۵08 
2 فقدان یا افزایش بیان ترانسپوزاز 1۸۷۹۲/۲۳۳ در 
گیاهان آرابیدوپسیس منجر به رشد و نمو غیرطبیعی در این گیاه 
می‌شود. یافته‌های این مطالعه نشان دادند که ترانسپوزازها می‌توانند 
برای توسعه گیاهی ضروری باشند و بیان ژن را در سطح کلان تنظیم 
کنند (2005 ,۳۱۵0۵26 20 >31:0001). رابطه تکاملی بین 
همچنین رابطه تکاملی بین دامین فاکتور رونویسی ۷۷۹۱۷ 
1 و ترانسپوزازها اثبات شد (2006 راه ۶ ۵۲2۷1۳0 
متاسفانه در خصوص نقش ترانسپوزازها در میانکنش انگل- میزبان تا 
کنون گزارشی ارایه نشده است و تنها مقالات معدودی به نقش 
ترانسپوزازها در خصوص پاتوژن‌ها اشاره کرده‌اند. برای منال» 
ترانسپوزاز باکتری ۵/۱۵۱۶ ۸۱۵10906016۳ با عمل بر هسته 


سلول‌های میزبان و متیلاسیون 103۸ پروموتر ژن ۲-6۵6۲ 
(2012 ,.۵1 2 ۷]008). با توجه به نتیجه 1۸۲ و ۸6۲۶ ]ظ 
برای رونوشت 021635 (جدول ۰۴ همولوژی با توالی-156170۷1705 
1-4 6 جمومحکصها صم صلم00 01 001 1012160 مشاهده 
گردید. این پروتئین متعلق به گونه 0عمرد۳:۱:۵:0 
0 و خانواده 0200200۳026626 می‌باشد و دارای نقش 
ترنسپوزازی می‌باشد. از آنجاکه نقش تنظیمی پروتئین‌های دارای 
دامین ترانسپوزاز ۷۲012101-116[ مشخص شده است. احتمالا دو 
رونوشت 02424 و 021635 در فرایندهای انگلی نقش کلیدی دارند 
ناحیه سیگنال پیتید تشخیص داده شد. پس احتمالا این دو پروتئین 
ترشحی می‌باشند و ممکن است در میانکنش گل‌جالیز و میزبان از 
طریق اندام مکنده ترشح شوند. 


جدول ۴- آنالیز همولوژی توالی های 02424 و 031635 با الگوریتم های 1۸517 و 31۸5۹17۷ 
مصط)تدهعاه 1۳ قع4اظ 200 12فا و مامتت‌عصون 021635 200 02424 0۶ متوواقصه ب«عمامصجما] -4 ما10 


تو ضیحات 
«منامرتهعع(1[ 


1-4 )ها ط0کمموصق صم صتقامتمجآ0ج امه ۲0۷1۳5-1۲۵12060ا۴۵ 


] ۳۲۵۱۱630596۵۸۰ 6۵0۱۱۵ 
)0۲00200826626( 


٩۱۱۵01295 ] 0724 ۵‏ ۲۱۷۱-۵۵۵1۵ ,۷۵ تاه]تا0 رطلما2۳0 0901مفصعتا0تام۴ 
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8 ۱۵ 4 هه هط 16066015 171۱۵۱۵۱ 
۸ ,263 ص۷22 )010وصه ,(1:00119325638) 


صتعام۳0( ععج1م برط/عوه1 رکمعتاع وه امل جع مومع ما ند عاطاحطامتج ووه7۱ 7266 


۱۱۵ 5650۵] ۱۵0105164455 صتمامم 2۵0هام تقطم‌ه0 


[ک 60۵ کل ] )0۳000 صلماهتج 0عصصقصصا 


,(164455 1,00105) ۲۸۵0105164455 2۵0هام قط‌صها م۱۳۱۵ 69072۵۲ 


۳۴۸ 


8 )مها فااتااع ۱۵ 


)1,0010595171 8( ۸۸ 
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۰ 0 10.1 /0۹://001.012) 
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6505-0۰ :(34)22 ۶260۲6 علنعظ۸ ۸۷۱۵۱۵۱6 .فطمووم‌قصها مضه وعمامع1 ممتامت مها ممع060۳ متطفجمتاماع مطا 2۳00 
۰ و و تا( 
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0 101027ظ ,(2007) .را ,وماهاطان؟ عک و.ظ بطاعنک وت باه ویک بالط بلط ۲۱26006۲6 رل مصتمطصمطوع نا راع0[ . 
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